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1. Úvod 
Pole nádorové imunoterapie se v posledních letech rozrostlo
také o vyuÏití dendritick˘ch bunûk (DB) naloÏen˘ch nádoro-
v˘mi antigeny (tumor associated antigene, TAA), coÏ pfied-
stavuje vhodnou strategii pro vyvolání protektivní imunitní
reakce. Dendritické buÀky jsou jedineãné antigen prezentují-
ci buÀky (APB) díky své schopnosti nabídnout pohlcen˘
a zpracovan˘ antigen nejen pamûÈov˘m, ale i naivním T-lym-
focytÛm, a zároveÀ jsou klíãov˘mi modulátory imunitní odpo-
vûdi ovlivÀující diferenciaci T-lymfocytÛ smûrem k Th1 nebo
Th2 odpovûdi (1, 2). Metody pro pfiípravu protinádorov˘ch
vakcín mohou b˘t rozdûleny do dvou kategorií: antigen-spe-
cifické, ve kter˘ch nádorové antigeny byly identifikovány
a izolovány a bunûãné nebo-li antigen-nespecifické metody,
u kter˘ch antigeny nejsou dosud známy, ale pfiedpokládá se
jejich pfiítomnost v materiálu pouÏitém pro pfiípravu vakcíny. 

2. Druhy antigenÛ a jejich zpracování
Antigeny mohou b˘t do DB dodány ve formû peptidÛ, purifi-
kovan˘ch proteinÛ, extraktÛ z nádorov˘ch bunûk, apoptick˘ch
tûlísek nebo nukleov˘ch kyselin (DNA nebo RNA) (tab. 1).
Tento materiál je v koneãné fázi dendritickou buÀkou roz‰tû-
pen na krátké oligopeptidy, které jsou poté exprimovány na
povrchu buÀky ve spojení s molekulami hlavního histokompa-

tibilního komplexu (HLA) a nabídnuty receptoru T-lymfocytÛ
(TCR, T-cell receptor), coÏ pfiedstavuje první aktivaãní signál.
DB tvofií s T-lymfocyty shluky za pfiispûní rÛzn˘ch adheziv-
ních molekul, pfiedev‰ím CD54 (ICAM-1), CD102 (ICAM-3)
a CD58 (LFA-3), které jsou exprimované ve vysoké mífie na
aktivovan˘ch DB. Druh˘ signál dÛleÏit˘ pro spu‰tûní imunit-
ní odpovûdi pfiedstavuje interakce kostimulaãních molekul na
povrchu DB s odpovídajícími ligandy T-bunûk. Zprostfiedko-
ván je povrchov˘mi molekulami CD80 (B7-1), CD86 (B7-2)
na povrchu DB a CD28 v membránû T-lymfocytÛ. Pfii nedo-
stateãném druhém signálu je indukována anergie T lymfocytÛ.
Úspû‰ná vakcína by mûla indukovat jak antigen-specifické
CD4+, tak CD8+ buÀky. CD4+ T-lymfocyty jsou nutné pro
vznik a udrÏení CD8+ T-bunûãn˘ch odpovûdí a mohou pfiímo
nebo nepfiímo pfiispût ke zniãení nádorov˘ch bunûk. V˘znam-
nost CD8+ T-bunûk v imunitní odpovûdi spoãívá v inhibici
tumorového rÛstu a eradikaci nádorov˘ch bunûk (3).  Forma,
v jaké je antigen doruãen do DB ovlivÀuje cestu prezentace
antigenu a její úãinnost, ale také následnou kvalitu aktivace T-
bunûk (4). Je známo, Ïe zralé DB exprimují vy‰‰í hladiny HLA
a kostimulaãních molekul, a proto jsou schopn˘mi stimuláto-
ry T-lymfocytÛ in vivo (5). Naproti tomu nezralé DB exprimu-
jí nízké hladiny maturaãních markerÛ, jejich stimulace T-bunûk
není úãinná a tak spí‰e tolerizují neÏ imunizují (6). Obecnû se
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Tabulka ã. 2. Srovnání metod transfekce RNA

Tabulka ã. 1. V˘hody a nev˘hody antigenÛ vná‰en˘ch do DBpro transfekci pouÏívají nezralé DB, kte-
ré jsou aÏ následnû maturovány pfiidáním
rÛzn˘ch cytokinÛ. Byly ov‰em popsány
i postupy opaãné, tj. transfekce jiÏ zra-
l˘ch DB (7, 8). 

2.1. Peptidové a proteinové antigeny
Bylo potvrzeno, Ïe peptidem nebo prote-
inem naloÏené DB jsou schopn˘mi
induktory antigen-specifické protinádo-
rové odpovûdi nejen na zvífiecích mode-
lech, ale i u onkologick˘ch pacientÛ (9,
10). Strategie zaloÏené na vyuÏití pepti-
dÛ mají své nev˘hody, jako jsou napfií-
klad pfiechodná prezentace antigenních
epitopÛ T-buÀkám kvÛli rychlému
odbourávání vytvofien˘ch peptid/HLA
komplexÛ nebo variabilita vazebn˘ch afi-
nit syntetick˘ch peptidÛ. NaloÏení DB
peptidem vyÏaduje aminokyselinovou
sekvenci kompatibilní s individuálním
HLA typem pacienta (nejãastûji zastou-
pen˘ je typ HLA-A2). Pfii aplikaci nûkte-
r˘ch HIV proteinÛ byl navíc zji‰tûn pfií-
m˘ efekt na imunitní funkce bunûk (11).
NaloÏení proteinÛ o plné délce jako anti-
genu umoÏÀuje vznik imunitní odpovûdi
vÛãi jeho rÛzn˘m epitopÛm. 
Klinické odpovûdi na vakcíny s vyuÏi-
tím proteinÛ a peptidÛ jsou minimální,
a pokud se objeví, obvykle nekorelují
s velikostí mûfiené T-bunûãné odpovûdi
(12). NiÏ‰í odpovídavost odráÏí prefe-
renãní indukci T-bunûk s nízkou avidi-
tou, které potom nerozeznávají niÏ‰í hus-
totu epitopu na nádorov˘ch buÀkách po
zpracování endogennû exprimovaného
antigenu a souãasnou ztrátu vysoce afin-
ních T-lymfocytÛ (13). Úãinnost pepti-
dové strategie mÛÏe b˘t také sníÏena
disociací peptidu z molekul HLA tfiídy
I nebo rychl˘m odbouráváním a v˘mû-
nou povrchov˘ch molekul HLA tfiídy I,
coÏ ústí ve zkrácenou dobu prezentace
antigenu (14).

2.2. Nádorové buÀky a extrakty
Jako antigeny mohou b˘t vyuÏity i nádo-
rové buÀky ve formû lyzátu, apoptick˘ch
tûlísek ãi fÛzní hybridom nádorové
a dendritické buÀky. Takto pfiipravené
vakcíny v‰ak obsahují i jiné molekuly,
které nejsou antigenní a mohou negativ-
nû ovlivnit imunitní odpovûì. Dal‰í pfie-
káÏkou mÛÏe b˘t zisk poÏadovaného
mnoÏství nádorov˘ch bunûk (15, 16, 17,
18, 19).

2.3. Genetick˘ materiál
PouÏití genetického materiálu (DNA
nebo RNA) umoÏÀuje produkci cel˘ch
proteinÛ, které po zpracování mohou
poskytnout mnoÏství rÛzn˘ch epitopÛ
obou HLA tfiíd, I i II. Genetick˘ materi-
ál je dostupnûj‰í neÏ proteiny, mÛÏe b˘t
upraven pfiidáním dal‰ích sekvencí, kte-
ré zlep‰ují translaci a expresi proteinu
(polyadenylace), sekvencí, které smûfiu-
jí protein k poÏadované HLA molekule
(signál pro vazbu k endolysozomu

LAMP-1, invariantní fietûzec Ii) nebo
zvy‰ují imunogenicitu kódovan˘ch epi-
topÛ (20, 21, 22).

2.3.1. Deoxyribonukleová kyselina
(DNA)
PouÏití deoxyribonukleové kyseliny
(DNA) má také svoje nev˘hody – niÏ‰í
úãinnost transfekce primárních bunûk
a moÏn˘ vznik stabilních transfektantÛ
(23). Nevirové DNA transfekãní metody
nejsou úãinné, obzvlá‰tû u nedûlících se
bunûk, protoÏe do jádra, kde dochází
k transkripci, je transportováno pouze

omezené mnoÏství DNA (24). Pfii studiu
transfekce HeLa bunûk bylo pozorová-
no, Ïe 95% bunûk obsahuje vná‰en˘ plaz-
mid v cytoplazmû, ale pouze jejich ãást
(30%) exprimuje kódovan˘ protein (25).

2.3.2. Ribonukleová kyselina (RNA)
Bylo zji‰tûno, Ïe nevirov˘ pfienos RNA
je ve srovnání s DNA úãinnûj‰í (26). Po
elektroporaci dendritick˘ch bunûk
mRNA kódující eGFP (enhanced green
fluorescent protein) byla nejvy‰‰í expre-
se namûfiena druh˘ den po transfekci
a bylo dosaÏeno 76ti-násobné zv˘‰ení

Metody transfekce V˘hody Nev˘hody
RNA

Virové vektory vysoká úãinnost riziko rekombinace
pfienosu poÏadavky na vybavení
vysoká exprese laboratofie
transgenu imunodominance

riziko exprese virov˘ch
proteinÛ 
spolu s vná‰en˘mi 
antigeny

Kationické lipidy nenároãnost toxicita
omezené mnoÏství 
vná‰ené RNA
nízká úãinnost

Pasivní transfekce nenároãnost nízká úãinnost

Elektroporace vysoká exprese transgenu mortalita bunûk

Forma antigenu V˘hody Nev˘hody

Peptid/protein specificita nutnost znát HLA typ pacienta

komerãní v˘roba rychlé odbourávání peptid/

pfiíprava vakcíny proti HLA komplexÛ

jednomu konkrétnímu omezené mnoÏství

antigenu identifikovan˘ch peptidÛ 

bezpeãnost a proteinÛ

izolace a ãistota proteinÛ 

závislá na mnoÏství nádorové 

tkánû

krátká Ïivotnost

Lyzáty nádorov˘ch celkov˘ imunogenní obsahují i neantigenní

bunûk, apoptická materiál nádorové molekulty, které mohou

tûlíska buÀky ovlivnit imunitní odpovûì

DNA snadná pfiíprava riziko neÏádoucího zaãlenûní 

stabilita DNA do genomu buÀky

moÏnost pfiidání vznik senzitivity imunitních 

signálních sekvencí bunûk vÛãi vlastní DNA

amplifikace materiálu nízká úãinnost trasfekce a 

exprese transgenu

RNA bezpeãnost citlivost

vnesení více molekul men‰í stabilita

RNA najednou krátká Ïivotnost

moÏnost pfiidání tranzientní transfekce

signálních sekvencí

pfiímá translace do 

proteinu v cytoplazmû

amplifikace materiálu



180 KLINICKÁ ONKOLOGIE 18 5/2005

Tabulka ã. 3. Sledované typy antigenÛ transfekovan˘ch do DB

Typy antigenu PouÏitá nádorová tkáÀ

flurescence, kdy 95% bunûk bylo trans-
fekováno. Vysoká exprese byla zacho-
vána nejménû po pût následujících dní.
Naopak pfii pouÏití plazmidové eGFP
DNA bylo získáno pouze 15% transfe-
kovan˘ch bunûk a 28mi-násobn˘ nárÛst
fluorescence (4).
Celková bunûãná RNA nebo mRNA
pfiedstavují soubor v‰ech genÛ aktuálnû
exprimovan˘ch v buÀce. Dendritické
buÀky transfekované jak celkovou RNA,
tak mRNA, která pfiedstavuje pouze 1-
5% bunûãné RNA, byly schopny vyvo-
lat tumor-specifickou odpovûì in vitro
bez rozdílÛ v cytotoxické aktivitû T-lym-
focytÛ (27). Transfekcí RNA lze na roz-
díl od pouÏití DNA obejít problémy
s regulací transkripce a RNA tak má po
vstupu do buÀky pfiím˘ pfiístup k trans-
laci. V˘hodou pfii pouÏití RNA je trans-
fekce do cytoplazmy, zatímco DNA
vyÏaduje pfiístup pfiímo do jádra buÀky
(4). Pro klinické aplikace je pouÏití RNA
bezpeãnûj‰í z dÛvodu její omezené
schopnosti zpÛsobovat permanentní
genetické zmûny v hostiteli (28).
Jako dal‰í v˘hoda RNA metod se uvádí,
Ïe do buÀky mÛÏe b˘t vneseno více rÛz-
n˘ch molekul mRNA najednou. Tako-
váto polyvalentní vakcína sniÏuje prav-
dûpodobnost úniku nádoru imunitnímu
systému a indukuje CTL odpovûdi namí-
fiené proti pfiirozenû zpracovan˘m a pre-
zentovan˘m imunodominantním nádo-
rov˘m antigenÛm (27). Vnesení mRNA
mÛÏe b˘t maturaãním signálem pro DB,
vedoucí k zv˘‰ené expresi aktivaãních
markerÛ CD83 a CD86, coÏ je spojeno
s vy‰‰í schopností stimulace T bunûk
a získem migraãních vlastností (29). Pfii
transfekci gag mRNA z viru HIV zÛstá-
vá po transfekci vût‰ina proteinu produ-
kovaná nezral˘mi DB uvnitfi buÀky, na
rozdíl od jin˘ch linií. Intracelulárnû
vytvofien˘ protein je roz‰tûpen proteazo-
mov˘m systémem na peptidy a naloÏen
na molekuly HLA tfiídy I v endoplazma-
tickém retikulu. âást gag proteinu je
secernována a následnû pohlcena dend-
ritickou buÀkou pomocí endocytózy, coÏ
pfiedstavuje zpÛsob naloÏení na HLA
molekulu tfiídy II. NaloÏení antigenu na
HLA molekul tfiídy I i II bylo po trans-
fekci potvrzeno aktivací a expanzí anti-
gen-specifick˘ch CD4+ a CD8+ T-
bunûk (30). 
K produkci vût‰ího mnoÏství mRNA je
vhodná metoda amplifikace pomocí PCR
pfies komplementární DNA (cDNA)
a následná transkripce in vitro (31). Pro
amplifikaci byla pouÏita mRNA izolova-
ná z nádorov˘ch linií, stejnû jako z pri-
márních nádorov˘ch bunûk získan˘ch
mikrodisekcí (32). Nativní RNA byla
úãinnûj‰í pfii stimulaci CTL odpovûdí neÏ
amplifikovaná mRNA (27). Pfii manipu-
laci s RNA existují i nev˘hody, jako je
napfiíklad její krátká Ïivotnost a stabilita ãi
vût‰í citlivost.
Dendritické buÀky naloÏené RNA

kódující velké mnoÏství antigenÛ jsou
vyuÏívány ke stimulaci T-bunûãn˘ch
protinádorov˘ch odpovûdí in vitro.
CTL odpovûdi byly indukovány
z mononukleárních bunûk periferní
krve zdrav˘ch dárcÛ a pacientÛ s nádo-
ry proti reportérovému proteinu eGFP,
rÛzn˘m antigenÛm virového pÛvodu,
jako napfiíklad influenza virus matrix
protein, HPV E6 a E7, gag proteinu
HIV viru (21, 33, 34, 35), stejnû jako
normálním omezenû exprimovan˘m
genov˘m produktÛm, které mohou
slouÏit jako nádorové antigeny – pro-
statick˘ antigen (PSA), telomerázová
reverzní transkriptáza (TERT), survi-
vin, onkofetální antigen (OFA), karci-
noembryonální antigen (CEA), Melan-
A (36, 37, 38, 39). 

3. Metody transfekce RNA do dendri-
tick˘ch bunûk
Pro RNA transfekci se vedle virov˘ch
vektorÛ pouÏívají vût‰inou fyzikální
metody. I kdyÏ tyto nevirové metody ústí
v tranzientní genovou expresi, bylo zji‰-
tûno, Ïe i nízké hladiny exprese antigenu
jsou dostateãné pro stimulaci T-bunûãné
odpovûdi (32, 40) (Tab. 2). 

3.1. Virové vektory
Antigeny mohou b˘t do DB vneseny

pomocí rekombinantních virÛ, jako jsou
napfiíklad retrovirové nebo adenovirové
vektory, vakcinia, influenza viry ãi pox-
viry (41, 42, 43, 44). PouÏití virov˘ch
vektorÛ s sebou ov‰em nese riziko v tom,
Ïe mohou ovlivÀovat funkci DB (45).
I kdyÏ je touto metodou dosahováno
vysoké exprese transgenu, pfiekáÏku
pfiedstavuje pfiedev‰ím riziko integrace
virové DNA do hostitelské buÀky a také
bunûãná imunita namífiená proti virov˘m
proteinÛm, která mÛÏe vést aÏ k destruk-
ci geneticky modifikovan˘ch DB
a závaÏn˘m toxick˘m vedlej‰ím úãin-
kÛm (11, 46,  47, 48).

3.2. Kationické lipidy
Jednou z moÏností naloÏení dendritic-
k˘ch bunûk RNA jsou kationické lipidy,
jako je napfiíklad lipofekãní ãinidlo N-(1-
(2,3-dioleoyloxypropyl)-N,N,N,-trimet-
hylammonium methylsulfate (DOTAP).
Nev˘hodou jsou ale jeho toxické úãinky
na dendritické buÀky a omezené mnoÏ-
ství RNA, které je schopen na sebe navá-
zat. Reagencie na lipidové bázi vedou
k nízké úãinnosti RNA transfekce do DB,
pfiiãemÏ úãinnost transfekce je ovlivnû-
na typem pouÏitého lipidu nebo pomû-
rem nukleové kyseliny k lipidÛm. (49,
34, 50, 37). Boczkowski a kol. transfe-
kovali my‰í DB kultivované z kostní dfie-
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nû mRNA pro kufiecí ovalbumin (OVA). Tyto buÀky byly poté
schopny stimulovat OVA-specifické cytotoxické T-lymfocy-
ty in vitro. CTL odpovûdi mohou b˘t indukovány celkovou
RNA, RNA transkribovanou in vitro z OVA cDNA templátu
nebo poly-A+, nikoli v‰ak poly-A- frakcí izolovanou z OVA-
exprimujících bunûk. My‰i po vakcinaci dendritick˘mi buÀ-
kami modifikovan˘mi RNA z OVA-exprimujících EL-4 nádo-
rov˘ch bunûk byly chránûny vÛãi tûmto nádorov˘m buÀkám.
Pfii pouÏití slabû imunogenní melanomové nádorové linie
B16/F10.9 bylo u my‰í vakcinovan˘ch DC-RNA pozorováno
sníÏené metastázování v plicích (51).  
Koido a kolektiv sledovali imunitní odpovûì po vakcinaci DB
transfekovan˘mi MUC1 RNA. Byla prokázána exprese MUC1
peptidÛ a kostimulaãních molekul na bunûãném povrchu. Po
injekci do báze ocásku byly transfekované DB detekovány
v tfiíseln˘ch lymfatick˘ch uzlinách. Vakcinace kontrolních
my‰í tûmito DB vedla k anti-MUC1 imunitní odpovûdi vÛãi
MUC1-pozitivním MC38/MUC1, ale ne MUC1-negativním
nádorov˘m buÀkám. Îádná nebo velmi malá anti-MUC1 imu-
nita byla indukována s transfekovan˘mi DB v MUC1 trans-
genních my‰ích. Tato rezistence byla zvrácena pfii podání trans-
fekovan˘ch DB spolu s IL-12 (52).
Imunitní odpovûì mÛÏe b˘t indukována i pro virové antige-
ny. DB naloÏené M1 RNA (kódující influenza virus matrix
protein) jsou schopné stimulovat M1-specifické naivní apamû-
Èové cytotoxické T-lymfocyty. DB transfekované M1 RNA
stimulují produkci INF-γve vysok˘ch koncentracích, podob-
nû jako po naloÏení peptidem. Naproti tomu, DB modifikova-
né DNA stimulují pouze malé mnoÏství CTL produkujících
INF-γ. DB o‰etfiené neantigenním materiálem – GFP
RNA/lipozomy, GFP DNA/lipozomy, samotn˘mi lipozomy,
nebo DB ãi CTL samotn˘mi neprokázaly aktivaci odpovûd-
n˘ch bunûk (34). 
Zájem vûdcÛ se zamûfiuje také na identifikaci dal‰ích nádoro-
v˘ch antigenÛ. Jeden z nich, survivin, patfií do rodiny inhibi-
torÛ apoptózy. Survivin specifické CTL lyzovaly fiadu hema-
topoetick˘ch maligních bunûãn˘ch linií a primární nádorové
buÀky izolované z pacientÛ  s akutní myeloidní leukémií. Vak-
cinace my‰í se survivin exprimujícími DB mûla za následek
dlouhodobou rezistenci po vystavení lymfomov˘m buÀkám
(39). Podobnû jako katalytická podjednotka telomerázy má
pouÏití survivinu jako atigenu pro vakcinaãní úãely tu v˘ho-
du, Ïe sníÏení exprese nebo ztráta antigenu jako mechanizmus
imunitního úniku zabraÀuje dal‰í progresi nádoru (36, 39).

3.3. Pasivní transfekce
Jako dal‰í zpÛsob vná‰ení antigenÛ do nezral˘ch DB byla vyu-
Ïita samotná mRNA v mediu, tzv. pasivní transfekce, která je
dostateãná k vyvolání specifické CTL odpovûdi. Pasivní trans-
fekce byla pouÏita úspû‰nû nejenom v preklinick˘ch, ale i kli-
nick˘ch studiích (28, 33, 34, 36). 
DB koinkubované s RNA izolovanou z renální nádorové tká-
nû jsou schopny indukovat nádorovû-specifickou T-lymfocy-
tární odpovûì in vitro. CTL lyzují allogení nádorové buÀky,
ale ne allogení buÀky normálních tkání. Tímto zpÛsobem se
podafiilo pfiipravit imunitní odpovûì nejen vÛãi primárním, ale
i metastatick˘m tumorÛm (53).  Na základû tohoto pfiístupu
byly provedeny klinické zkou‰ky I fáze, do které bylo zafiaze-
no 10 pacientÛ s renálními tumory. Vakcína byla nejen bez-
peãná, ale také schopna stimulovat expanzi tumor specifick˘ch
polyklonálních T-bunûk u imunizovan˘ch pacientÛ (29). 
Imunoterapeutické pfiístupy se pouÏívají i v léãbû mozkov˘ch
tumorÛ, i kdyÏ je zde riziko vzniku experimentální alergické
encefalitidy (EAE) pfii pouÏití nádorového materiálu z CNS
jako zdroje antigenÛ. Australská skupina v ãele s D. A. Caru-
sem provedla klinické zkou‰ky I. fáze podáním DB naloÏe-
n˘ch nádorovou RNA dûtsk˘m pacientÛm s mozkov˘mi nádo-
ry. U Ïádného z pacientÛ nebyly pozorovány symptomy EAE
nebo jiné autoimunitní odpovûdi. U tfií ze sedmi pacientÛ, kte-
fií dostávali vakcínu se objevila klinická odpovûì na vakcina-

ci: u jednoho ãásteãná imunitní odpovûì a u dvou stabilní one-
mocnûní. Vakcinace nevyvolala robustní tumor-specifickou
imunitní odpovûì, ale zv˘‰ila bunûãnou odpovûì na dal‰í
nespecifické stimuly (54).
Dal‰ím typem nádorové tkánû, pro kterou byl vyuÏit postup
pfiípravy nádorovû specifick˘ch CTL je uroteliální karcinom.
Tumor infiltrující lymfocyty (TIL) nezabíjejí autologní nádo-
rové buÀky in vitro, ov‰em po jednorázové aktivaci autolog-
ními DB naloÏen˘mi nádorovou mRNA byly TIL schopny
indukovat l˘zu autologních karcinomov˘ch bunûk. Tento
efekt nebyl pozorován po inkubaci TIL s netransfekovan˘-
mi DB (55). 
Dendritické buÀky pasivnû transfekované mRNA kódující pro-
statick˘ antigen (PSA)  stimulují CTL odpovûdi, které nevy-
kazují zkfiíÏenou reakci na kallikrein, protein, kter˘ je homo-
logní s PSA. ProtoÏe u zdrav˘ch Ïen nedochází k v˘znamné
PSA expresi, zatímco zdraví muÏi nebo pacienti s tumorem
prostaty jsou vystaveni vy‰‰ím hladinám cirkulujícího PSA
proteinu, byl u tûchto skupin pfiedpokládán rozdíl ve schop-
nosti indukce CTL  vÛãi PSA.  Bylo ov‰em potvrzeno, Ïe PSA
RNA transfekované DB ze zdrav˘ch dárcÛ, muÏÛ i Ïen, nebo
nádorov˘ch pacientÛ jsou stejnû úãinné ve stimulaci PSA-spe-
cifick˘ch CTL (40). 
Polyvalentní nádorové vakcíny, které pouÏívají celé antigen-
ní spektrum nádorové buÀky pfiedstavují v˘hodnûj‰í terapeu-
tickou strategii pacientÛ s nádory neÏ vakcíny namífiené proti
jednotliv˘m antigenÛm. I kdyÏ polyklonální CTL odpovûdi
vzniklé s pouÏitím RNA amplifikované z mikrodisektovan˘ch
nádorov˘ch bunûk prostaty zahrnují jako komponentu odpo-
vûì vÛãi prostatick˘m antigenÛm (PSA), stejnû jako vÛãi telo-
merázové reverzní transkriptáze (hTERT), tumor specifické
CTL byly efektivnûj‰í neÏ samotné PSA nebo hTERT CTL
v rozeznávání a l˘ze cílov˘ch bunûk. Navíc CTL lyzují neje-
nom buÀky primárního nádoru, ale i metastázy (31, 53).
Nûktefií autofii ov‰em popisují pasivní transfekce jako neú-
ãinnou metodu (23, 34, 51). Koinkubace DB v roztoku
s RNA vedla v tûchto pfiípadech k nízké expresi antigenu.
M1 mRNA naloÏené a nenaloÏené DB nejevily v˘znamn˘
rozdíl v cytotoxicitû jimi aktivovan˘ch CTL. Vy‰‰í exprese
mRNA v CD34+-DB byla pozorována pouze pfii pasivní
transfekci neantigenní eGFP mRNA. Rozdíl mÛÏe b˘t zpÛ-
soben pouÏitím jin˘ch prekurzorÛ dendritick˘ch bunûk
a následnou kultivací ãi odli‰nostmi ve vná‰ené RNA. MoÏ-
n˘m dÛvodem dosaÏené nízké úãinnosti touto metodou je,
Ïe zahrnuje prodlouÏenou inkubaci labilní RNA s bunûãnou
kulturou, pfiiãemÏ RNA vstupující do bunûk endocytózou
mÛÏe b˘t úspû‰nû degradována, speciálnû u nezral˘ch dend-
ritick˘ch bunûk, které jsou zamûfiené na pfiíjem a degradaci
okolního materiálu (4). 

3.4. Elektroporace RNA
Elektroporace pfiedstavuje fyzikální metodu vná‰ení transge-
nÛ, která vyuÏívá pulzÛ o vysokém napûtí k otevfiení pórÛ
v membránû buÀky, coÏ umoÏÀuje prÛchod molekulám DNA
nebo RNA. Elektroporace nevyÏaduje dal‰í reagencie a mÛÏe
b˘t pouÏita i pro klinické studie. Optimalizace a stanovení
úspû‰nosti elektroporace je vût‰inou provádûno pomocí ana-
l˘zy exprese transgenu eGFP (enhanced green fuorescent pro-
tein) (56). Mûfiením povrchov˘ch markerÛ typick˘ch pro zra-
lé DB jako jsou CD83, CD80 a CD86 nebyl zji‰tûn vliv
elektroporace na maturaci DB ani na stimulaci T-lymfocytÛ
(23, 57). Elektroporace pfiedstavuje úãinnûj‰í postup vná‰ení
antigenní RNA do DB neÏ pasivní transfekce ãi lipofekce (49).
Nev˘hodou elektroporaãní metody je mortalita bunûk zpÛso-
bená ‰patn˘m uzavfiením pórÛ po aplikaci elektrického pulzu.
Pfii pouÏití definovan˘ch antigenÛ bylo zji‰tûno, Ïe DB elek-
troporované mRNA jsou efektivnûj‰í ve schopnosti indukovat
antigen-specifickou CTL odpovûì in vitro neÏ DB naloÏené
peptidy nebo dokonce DB po transdukci rekombinantními
virov˘mi vektory (21, 43, 51). Nûmecká skupina z Tübinge-
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nu v ãele s Grunebachem porovnávala procenta úspû‰nosti
transfekce s vyuÏitím mRNA pro eGFP protein u následují-
cích zpÛsobÛ naloÏení DB: elektroporace, lipofekce a na
CD71-receptor vázané dodání Ag. Elektroporace se prokáza-
la jako nejvíce úãinná s 30% eGFP pozitivních bunûk, zatím-
co systém vyuÏívající transferinov˘ receptor poskytoval ménû
neÏ 1% eGFP exprimujících bunûk. Dodáním RNA pomocí
lipozomÛ bylo získáno 17,5% eGFP pozitivních bunûk v závis-
losti na mnoÏství RNA. KdyÏ tyto pfiístupy byly pouÏity pro
transfekci DB s RNA izolovanou z eGFP exprimující linie
renálního karcinomu N43 a následnou pfiípravu tumor-speci-
fick˘ch CTL, v‰echny zpÛsoby transfekce byly schopné navo-
dit cytotoxickou odpovûì, i kdyÏ bylo pouÏito malé mnoÏství
RNA (27). Jiná skupina potvrdila srovnatelnost exprese trans-
genu po elektroporaci s transdukcí retrovirov˘mi (RV) nebo
adenovirov˘mi (AdV) vektory (26). 
Nicménû bylo prokázáno, Ïe antigen-specifické T-buÀky
mohou vznikat po stimulaci RNA transfekovan˘mi DB i kdyÏ
nebyla detekována exprese transgenu na proteinové úrovni (32,
40). NiÏ‰í koncentrace peptidÛ na povrchu DB po RNA trans-
fekci ve srovnání s koncentracemi dosaÏen˘mi po exogenním
naloÏení peptidy nesniÏuje úãinnost indukce CTL a mÛÏe
upfiednostÀovat vznik vysoce afinitních cytotoxick˘ch lymfo-
cytÛ a tak ústit ve vysoce specifickou nádorovou cytotoxicitu.
Pfii srovnání mRNA a plazmidové DNA vná‰ené do DB pomo-
cí elektroporace byla mRNA úãinnûji transfekována a s niÏ‰í
bunûãnou toxicitu neÏ DNA (37). Elektroporací lze dosáhnout
vysoké úãinnosti s vysok˘mi hladinami exprese vná‰eného
genu aÏ po dobu 14 dní (58). DB byly transfekovány eGFP
mRNA nebo celkovou bunûãnou RNA izolovanou z eGFP
exprimující linie K562. I kdyÏ intenzita eGFP exprese v DB
transfekovan˘ch celkovou RNA byla niÏ‰í ve srovnání s expre-
sí v DB transfekovan˘ch s IVT eGFP mRNA, urãitá cyto-
plazmatická syntéza eGFP byla potvrzena v DB transfekova-
n˘ch celkovou RNA (59).
Tuyaerts a spolupracovníci porovnávali transgenní expresi
mRNA v DB po elektroporaci a mRNA spontánnû pohlcenou
DB. V˘sledky prokázaly vy‰‰í expresi mRNA u elektroporo-
van˘ch dendritick˘ch bunûk, coÏ  se projevilo i jejich vy‰‰í
schopností vyvolat antigen-specifickou T-bunûãnou odpovûì
vÛãi antigenu (35). DB elektroporované s mRNA kódující
Melan-A silnû aktivovaly Melan-A-specifické cytotoxické T-
lymfocytární klony a byly úãinnûj‰í neÏ DB naloÏené mRNA
lipofekcí nebo volnû smíchané s RNA (37). 
U vût‰iny my‰ích a lidsk˘ch nádorÛ je telomerázov˘ ribonukleo-
v˘ komplex (TERT) reaktivován, zatímco v normálních tkáních
je neaktivní. DB naloÏené my‰í TERT RNA aktivují CTL, které
rozeznávají my‰í melanomové a thymomové buÀky. Ve shodû
s pfiedcházejícími pozorováními bylo zji‰tûno, Ïe DB transfeko-
vané celkovou RNA pfiipravenou z TERT-pozitivního nádoru
poskytují vût‰í protinádorovou ochranu neÏ DB naloÏené pouze
TERT RNA. TERT pravdûpodobnû není imunodominantní anti-
gen u my‰í (53). Naopak u lidí byla mRNA telomerázové kata-

lytické podjednotky hTERT po elektroporaci do DB schopna
vyvolat stimulaci cytotoxick˘ch T-lymfocytÛ (4). 
Metoda elektroporace DB celkovou nádorovou RNA se uká-
zala jako vhodná ke stimulaci odpovûdí i vÛãi ménû imunit-
ním malignitám, jako je napfiíklad rakovina prsu. CTL odpo-
vûdi  stimulované celkovou RNA mohou mít selektivní
specifitu pro ãást prezentovan˘ch peptidÛ, ale nerozeznávají
v‰echny epitopy exprimované na nádorové buÀce (60). Podob-
nû bylo dosaÏeno CTL odpovûdí i u myelomu s pouÏitím linií
LP-1 a U266. Milazzo a kolektiv pfiipravili CTL schopné l˘ze
tûchto linií antigen-specifick˘m a HLA I. tfiídy omezen˘m zpÛ-
sobem. LP-1 specifické CTL neprokazovaly specificitu na idi-
otypov˘ protein izolovan˘ z této linie. U myelom-asociova-
ného antigenu, mucinu 1 (MUC1) byla potvrzena specifická
reakce CTL indukovan˘ch DB transfekovan˘mi RNA z U266
myelomové linie (61).
V poslední dobû se zájem zamûfiuje i na kombinaci nádoro-
vé imunoterapie a antiangiogenní terapie. Pro inhibici angi-
ogeneze byly my‰i imunizovány DB, které byly elektropo-
rovány mRNA kódující produkty exprimované bûhem
neoangiogeneze: receptor-2 pro vaskulární endotelov˘ rÛsto-
v˘ faktor (VEGFR-2) a Tie2, exprimované v proliferujících
endotelov˘ch buÀkách, a vaskulární endotelov˘ rÛstov˘ fak-
tor (VEGF) exprimovan˘ v angiogenním stromatu a nádoro-
v˘ch buÀkách. Vakcinace my‰í stimulovala CTL odpovûdi
a vedla k ãásteãné inhibici angiogeneze spolu s inhibicí rÛs-
tu tumorÛ u nádorov˘ch modelÛ B16/F10.9 melanomov˘ch
metastáz a MBT-2 nádoru Ïluãníku. Imunizace nádorovou
RNA (B16/F10.9 nebo MBT-2) stimuluje tumor specifickou
protektivní imunitu a takto ovlivÀuje nádorové buÀky pfiímo,
zatímco pouÏití VEGFR-2 nebo Tie2 ovlivÀuje vaskulari-
zaãní proces. Souãasné podání DB naloÏen˘ch VEGFR-2
nebo Tie2 a celkové nádorové RNA vykazovala synergistic-
k˘ protinádorov˘ efekt, kter˘ byl pozorován i po spoleãné
imunizaci rÛzn˘mi kombinacemi definovan˘ch tumor expri-
movan˘ch antigenÛ, TERT nebo TRP-2, a VEGF nebo
VEGFR-2 (62). Nûkteré z v˘sledkÛ preklinick˘ch a klinic-
k˘ch studií jsou shrnuty v tabulce 3.

4. Závûr
Kromû alogenního pfiístupu nena‰la doposud bunûãná imuno-
terapie pevné místo v klinické praxi. Jde v‰ak o dynamicky se
rozvíjející perspektivní v˘zkumn˘ smûr, kter˘ dnes nabízí ‰iro-
kou ‰kálu experimentálních klinick˘ch aplikací vãetnû vyuÏi-
tí RNA vakcín. RNA vakcíny jsou bezpeãné a schopné vyvo-
lat CD4+ i CD8+ imunitní odpovûì. Bude v‰ak nutná dal‰í
optimalizace metod vná‰ení antigenního materiálu do dendri-
tick˘ch bunûk. Jedním ze zpÛsobÛ zlep‰ení imunitní odpovû-
di je modifikace RNA sekvence ke zlep‰ení její stability aúãin-
nosti translace a také sekvencí, které ovlivÀují zpracování
peptidu a tak zvy‰ují antigenicitu. V neposlední fiadû rozvoj
moderních metod detekce imunitních odpovûdí na tyto vakcí-
ny usnadní a urychlí dal‰í rozvoj.
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